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RESUMO

Autora: Tereza Cristina Rodrigues.

Orientador: Oswaldo Espirito Santo Godinho.

Neste trabalho foram feitas as determinagles de
grupos amino em amincdcidos e de residuos de lisina em
proteinas, por titulagdo potenciométrica em meio H20:H200.
Observou—=€e que 08 grupos amino dos aminocicidos e og residucs
de lisinas das proteinas correspondem aocs volumes de titulante
gasto entre a primeira e a =segunda inflex8cv da curva de
titulagdio. O método envolve o tratamento da solug8o do
aminodcido ou da proteina com um 4cido forte e um solugdSo de

formaldeido e posterior titulagdo com KOH em isopropanol.

Estudou~-se uma =érie de aminocacidos tais como:
glicina, lisina, histidina, arginina; e de proteinas tals
como: =OPro albumina bovina, lact.oglobulina, ovalbumina e
lisozima. O método é simples e rapido, levando A& uma boa
exatidio.

0 estudo do meico dimetilsulfdxido~agua~formaldeido
mostrou alteragBes significativas nas curvas de titulagSo dos
aminoacidos lisina e histidina. Foi obsmervado gque, neste meio,
os grupos e-amino foram titulados na primeira inflex3o0c da

curva e o©03 grupos imidazois na segunda inflex3o.



ABSTRACT

Author: Tereza Cristina Rodrigues.
Supervisor: Oswaldo Espirito Santo Godinho.

A method for the determination of amino groups in
aminoacids and availible lysine residues in protein samples
has been studied by potentiometric titration in a mixture
water-formaldehyde. It was observed that the amince groups of
aminoacids and lysine residues in proteins correspond to the
titrant wolume expended between the first and second
inflection of the titration curve. The method involves
treatment of the aminoacids or protein solution with a strong
acid and formaldehyde =olution. The solution then titrated
with KOH in iseopropanol

Aminoacids such Z glycine, ly=sine, histidine,
arginine, and the proteins: bovine serum albumin , egg albwmin,
f~lactoglobulin and lisozyme have been studied. The method

is simple, fast and accurate.

However, when a dimethylsulphoxide~waler~
formaldehyde mixture was used a significatant alteration
occurs in the titration curves. It was observed that in this
media the r-:—l'«iH2 groups were titrated during the first
inflection of the curve and the imidazel groups during the
second inflection for the amincacids.
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Tabela v.i - Amino e iminoacidos mais comumente encontrados
nas proteinas’ 2 (Classif lcagdo dos aminocacidos
baseados na natureza da cadela).

NH
] pKai pKaz pKas
HOOC-~ C R
|
H
|
1.glicina - G «~ H 2,34 2,6 -
|
|
2. .alanina - C C.'Ha 2,34 ¢,69 -
1
|
3.valina - G GHGHs 2,32 Q.62 -
b
CH
a
|
4.leucina W GHZGHCHS 2.36 9,60 -
| |
CH
2
]
B.igsoleucina - G CHCHZCHS 2,36 0,68 -
I ]
CH
a
|
6. .=zerina R o C.‘Hzol-l 2,21 9,15 -
|
|
7 .trecnina L GHCHQ 2,63 10,43 -
b
OH
|
B.cisteina - G CHZSH 1,71 10,78 8,33
l pKa_ = pKa,

tabela cont. na préxima pagina.
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9.cistina ~ G ~ CH_S -SCH_CH

i ]
NHY
2
|
10 . metionina R o R CHzcﬂzm S ~CH s

|
11.fenilalanina - C - cgz_[ \\
| —

|
i2.tirosina - G - GHz / \\—- OH
| —
|
13. triptoefano - & cHz &
| Un A ]
14.4cido aspartico - (’} - GHZGOOH
]
&)
L o cn ]
18. g lutamina - G — CH_CH NH
| 2 2 2
| +
16. lisina - G —- CH CH CH NH
[ 2 2 2 s

pKa

2.26

tabela cont. na préxima pagina.
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INTRODUGARO

I-1> Importancia da determinag3o de residuos de

iisina.

As proteinas, macromoléculas formadas por cadeias
polipeptidicas compostas de arranjos de aminoacidos ligados
covalentemente, estic envolvidas em malor nimero e wvariedade
de eventos encontrados nos orgarﬁémos vivos que qualquer outra

classe de biomoléculas,

Extremamente verséateis em suas fungles, cada uma
delas tem uma sequéncia distinta de unidades em vérias
proporgSes de aproximadamente vinte aminoacidos, determinando
a forma, propriedades e papel blolégico da masma. Seu valor e
qualidade nutricional depende do conteddo de  aminoacidos
essenclals e da digestibildade de cada uma. Alguns fatores
modificam a proporgdo da utilizagdc de tais aminc#écidos, como
por exemplo, idade, sexo, atividade, saude, estadoc emocional,

e consequentemente influenciam na qualidade das proteinas.

Lehrﬂnger‘z’ propos qgue a gquantidade de aminoacidos
necess4&ria para a nutrigdo do organismoe humano, na fasge
adulta, varia a partir de 0,5 g-r/dia riptofanod até cerca de

2 grdia dddeucina e fenilaminad, A Tabeladl1d proposta por



Lehninger‘z’ é representada a seguir:

Tabela 1.4 - Necessidade QdiaAria em gramas de amincacidos

essenclais (para rapazes na idade colegilal).

aminoécido gramas por dia
arginina o*

histidinina desaonhecida“
isoleucina 1,30

leucina 2,02

lisina 1,50

metionina 2,02
fenilalanina 2,02

treonina | 0,91

triptofano 0,46

valina 1,50

* requerida para bebés.
=¥ essenclial, mas a quantidade sxata ainda 320 fot

estabelecida.

O papel nutricional da lisina, um dos aminofcidos
essenciais para a dieta humana, é& bem conhecido e estudus

revelam que a quantidade total de lizina em produtos



alimenticios pode ser determinada com precisio em anilises de
amincacidos, mas em certasn cirocunsténcias nem toda ligina
presente esta dispenivel para o consumo™*’.  Portanto o
conhecimento do conteddo total de lisina nem sempre € uma
estimativa do valor alimentifcio da proteina em relagSo a

lisina‘w.

Seus residuos existem em ambas as formas, livres e
modificadas. Na forma Hvre, eles est3o disponiveis para a
classica reagdo de aminas e na forma modif icada, est3o
bloqueados por varios tipos de ligagBes covalentes. Tais
modificagBes podem tornar a cadeia de proteina inacessivel
para a hidrélise, durante a digest3o intestinal, e esta perde
seu wvalor nutritivo pois os residucs ndo estio biologicamente

diponivels.

Uma variedade de reagentes quimicos podem modificar
os residuos de lisina em proteinas. ReagBes quimicas entre os

grupos e-~amino da lisina e certos carboidratos podem ocorrer

Lt

com egquoecimento Frocedimentoa quimicoa para modificages

de residuos de lisina =30 discutidos por Lundblad e Noyesw) s

H

Means e F‘ee-ney‘7 . Métodos de modificacBes do conteldo de

ligina em proteinas e analises de derivados de lisina por
procedimentos cromatograficos quantitativos s3o0 discutidos por

Hennecke e Plapp‘m.



Embora multos trabalhos tem sido dedicados ao
estudos de residuos de ligina, é importante sallentar gque nem
sempre os aminoacidos determinados em procedimentos analiticos
est3o disponivels para serem consumidos pelo organismo
humano, Diferentes tipos de ligagBes gquimicas podem ocorrer
durante o processo de digestio e efetivamente afetar a sua

utilizagdo.

I-2> Métodos efetivamente utilizados para

determinagdo de residuos de lisina.

Muitos métodos foram desenvolvidos para a
determinag3Zo do conteldo de residuos de lisina em proteinas.

Resumiremos adqui, alguns destes mét.odos.

a) Métodos classicos:

a1 1-fluocio-2,4-dinitro benzeno (FDNB).

Um método baseado na reagio do aminoacido com
i~fluoro~2,4-dinitrobenzsno (FDNB> para a determinagdo da
qgquantidade de vesfiduos de lisina, foi desenvolvida

primeliramente por Ssmger‘o’.

Este autor mostrou gque o=
produtos da reagdo de FDNB com aminoacidos individuals em

solugdo de hidrogenocarbonato de sddio, quando aquecidos em



solugdo de Acldo cloridrico, formam aminocacidos
dinitrofenilados de cér amarelo brilhante. Sangerw} sugeriu
que apenas o N-terminal aminoacido e o g-amino grupo das
proteinas reagem com FDNB. Porém o reagente também se liga A
certos grupos R, talse como arginina, tirosina, cisteina e

histidina™’

R
|
NHCHCOOR
NOz 112 13 NaHCOa N(}z
+ NH_CHCOOH 2 HGl 5
2 hidrblise
NO
2
ami nodAcido amincdAcido

dinitrofenilads
1i—-flucre-2,4~dinitro benzenc

[ ]
melhoraram o

Posteriormente, Carpenter et al
método para a determinagdo ‘quan;..it.at,iva de lisina em
proteinas. Apés a hidrdélise acida, os dinitrofenil derivados
de proteinas podem ser separados cromatograficamente. Em
trabalho posterior, Carpent.er“a utilizou técnica de extracdo
solvente para separar os s&~dinitro fenil-lisina J(e~DNP-lisinad
formados. Porém, os métodos que wutilizam FDNB possuem a

desvantagem de consumirem muito tempo para uma analise de

rotina.



a.2) Acido 2,4,6-trinitrobenzeno sulfénico

Utilizando o mesmo principio de Carpent.er“u,

Kakade e Liener™" sugeriram outro reagente, o &cido 2,4,6 ~

trinitrobenzencsulfdnico (TNBS), no lugar de 1i-fluoro - 2,4 -

“ar

dinitrobenzeno. Posteriormente, Okuyama e Satake Satake

ret. al.“a’, desenvolveram um método para a determinacdo de
amino grupos e peptideos, utilizando o reagente proposto por

Kakade e Liener.

R
|
SD‘OH NHCGHCOOH
R
O N NO O N NO
2 2 | z 2
+ NH CHCOOH .
2 1> NQHGOa
NOz 2 HCL NO
hidrdlse
amincAci do aminocdcido
trimnittroefenilads
Acido 2,4,6 trinitro
benzencsul fdnico
Varios outros trabalhos empregam THBS™ '’ como

reagente, t.;odavia, tanto a utilizagBo do TNBS como do FDNB
requerem semprego de hidrélise &cida e extragdo com solvente,
seguida da determinagldo espectofotométrica de DNP-lisina ou
TNP~lisina. A hidrélise &cida consome muito tempo (1 a 48
horas>, numerosas manipulagBes da amostra e corregido de
fatores, tornando Iimpraticavel sua aplicagfio em analises de

rotina.



b> Reagdc com corantes

b.1> Orange G {(0GD>; acid Orange 12 (A0 12>; amido
Black 10B <(AB 10B).

Baseado no trabalho realizado por Fraenkel-Conrat e
Cooper“w, gue mostraram gque certos corantes organicos se
ligam quantitativamente as proteinas, varias aplicagBes foram
desenvolvidas para a avaliagio da qualidade das proteinas em
allmentos. O principio do mét.odo consiste na formagdo
quantitativa de complexos insolaveis pela reagdo da proteina
com uma solugdo de corante e posterior separagio do
precipitado por filtragdo ou centrifugagdo. A realizagio de
medidas colorimétricas, antes e depois da adigdo da proteina,
permite calcular a capacidade do ligante, a partin da

concentragdo de corantes n3o ligados, bem como a determinagfo

da quantidade de proteina presente.

Varics outros métodos foram desenvolvidos para

{4B-20)

determinag8ic de residuos de lisina A interacio de

orange G (OO, Acido crange 12 (A0 12) e Amido Black 10B foi

estudada por Molndr-Perl e Pinter-Szakas ",

Reagiram esteaz
corantes c<om proteinas de farinha de soja e compararam os
result.ados obtidos para os diferentes corantes. Estes

verificaram que a reagido ¢ estegulométrica e permite a



determinag®o quantitativa de conteado de lisina em proteinas.
A estrutura dos corantes-ligantes AO 12, 0G, o AB

10B é representada na Figuracdl.l).

Yo

[ ]
N S0, N
O oH
s¢ S0
AQ oG

OH  NH,

Qu:n@n:u QNO,
50 so,
AB B

Figura I.1 - estrutura dos corantes AO 12, 0G, e AE 10B.

b.2> Ninidrina

A aplicagio da ninidrina comec método para detecg3io e
determinag@o de aminoécidos e peptideos consiste na formag3o
do mesmo produto de reagio conhecido como puUrpura de Ruherman.
Este produto & frequentemente formado pela réaqﬁo com outros

compoastos que contém grupos amino Hvres??.

A substancia formada poussul uma obr azul-viocleta
max = 540 nmd. Uma excegdoc ccorre com a prolina gque produz

um derdivado de cé6r amarelo Qumax = 440nmd.



O aminoacide ou peptideo reage com a ninidrina de

@: + RCHO + 0‘02
H N

(23-2%

acordo com a equagso!

|

H- C— NH, +
|
COOH

Varios auvtores estudaram os diferentes

aspactos da reagdo. Friedman e Willlans®®

estudaram a reagfo
da ninddrina com proteina de gueratina e observaram gque esta
ocorre lentamente sob temperatura ambiente e mais rapidamente
sob aquecimento. Também estudaram a establlidade da cooér
produzida pelo produto derivado da reagioc em DMSO. O método &
usado para estimar grupos amino livres, necessit.ando

corregBes, como por exemplo, a extrapolagio da cér produzida a

partir do tempo de reagdo a tempo zero.



e TitulagBes Potenciométricas:
d.1) Titulagdo em presenga de formaldeido

A reagdo do formaldeido com amino&cidos foi estudada

ha muit.os anos atras Dor Shiff??,

Pogteriormente
Sbrensen‘zm efetuou titulagBes de aminoacidos na presenga de
formaldeido em solugdo B0% etanol e fenoiftaleina ou
timolftaleina como indicadores. Henriques e Ssrensen®™
realizaram titulages em formol, possibilitando a determinag3o
total de amminoécidos presentes na urina. Vé.ri,os outros estudos
foram realizados por outros autores para elucidar a natureza
da reagao de aminoécidos e proteinas com formol.
Fraenkel-Conrat e Olcottiaa, verificaram 4gue a reagdo ocorre
sob temperatura elevada, em solugles Acidas ou alcalinas, para

o8 grupos amida®"’, indol®?®, guanidino‘ag}

das proteinas, e
instantancamente para os grupos amino, mesmo em temperaturas

baixas e solugles neutras, fornecendo derivados amino metilol.

coo P coo~
R + OH e R + HCHO S
~ NH+ N NH
8 2
y GO0 | y coo
R ~ " oH + HCHO —"“*—"5 R\
NHC 2 N(CHzOH)z
metilol dimetilol
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A reag3c é rapida e reversivel, embora reagSes de
condensag8o irreversivels possam ocorrer com aumento do tempo
de contato™". oOs grupos derivados do grupo amine s3c bases
bem mais fracas que os grupos amino originais, com valores de
pka’s menores, produzindo gignificativas mudangas em suas
propriedades acidas e consequentemente nas curvas de
titulagdo.

Birch e Harrismm

foram os primelros a enmpregar
eletrodo de vidro para investigar a natureza destas mudangas.
Durante a titulag@o da arginina em solugdo aquosa de
formaldeido, observaram gque apenas a regifo da curva de
titulag3o envolvendo a adigdo de NaOH era alterada na presenga
de formaldeido, e a alteragic aumentava marcadamente, com o
acréscimo da concentragdc de formaldeido, deslocande a curva

de titulagSo da posigdo normal, para uma regi3c de valores de

pH mails baixos. Figuradl.2).

A

B
D dlydr7 o

Monchydrochloride

Figura 12 - curva de titulag3do
da arginina em &gua e HCOH.

a , em Agua,

x , em HOOH <0.2520).

Free amplwlyte

2

b Sodium salt

HCl " NabH

i1



A causa desta mudanga na curva de titulagio na

presenga de formaldeido pode ser representada a partir da

relagdo:

pH = pK’ + log {RNH::]

+

[ RNH A 1]

O formaldeido me liga a0 grupo amino, reduzinde sua
concentragfo; portanto a razdo [ RNHaE 71 RNH;] é muito rﬁenor
que na sua auséncia. Isto pode ser verificado na titulagio da
glicina com alcali, onde ¢ pH do ponto final é 12, na aus=éncia

de formaldeido, e aproximadamente ¢ na presenga deste{am,

Figuracl.3).

Equivatents of NaOH

atents of H(1

>

({*F

=10

1631 12 13

—
R -
A
s
-
fealt
“d
o b—
[ .

Figura 1.3 - curvas de titulag8o da glicina. Curva A e B em
solugdo aguosa; curva G em formaldetido 0.25%.
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Este fato é explorado nas titulagBes conhecidas como
" titulag3o formol " , utilizadas para determinacgSo de grupos
amino em aminocacidos e proteinas. Este método se baseia na
titulagio de aminoécidos ou proteinas com alcali até a viragem
de fenolftaleina. A megulr, ko formol & adicionado © a
titulagGdo com alcali é entic prossegzuida até a cér original do

indicador ser restaurada.

Embora fenolftaleina seja amplamente utilizada como
indicador, tanto no caso de amincacidos, como no caso de
proteinas, melhores resultados podem ser obtidos com

titulagCes potenciométricas®®,

d.2> TitulagBGes em meioc n3o aquoso

Um dos primeiros trabathos envolvidos na titula&,.%o
de proteinas e aminoicidos em melo nio aquoso, para

determinag3o de residuos de lisina, foi efetuadc por

Foreman‘a'”, em 1920. Este autor efetuou titulagles- “formol'

em melo alzsool etilico. Popovici e Raduilescu‘aa’, em 1938,

utilizaram o solvente dioxano para estas titulagBes.

Mais recentemente Moln&r-Perl e Pinter -

3%

Szakacs ™ determinaram 2z quantidade de grupos g-amino da

i3



lisina em proteinas. O método envolve titulagao
potenciométrica com &cido perclérico em &cido acético anidro
ou  acido propiénico antes e depois da acilagdo dos grupos
amino presentes na amostra. A diferenga entre as duas
basicidades fornece o conteGdo de residuos de lisina presentes
em proteinas.

Posteriormente Gundu= et al“?

reallzaram
titulagBes potenciométricas de oa~aminoacidos, com titulante
4Acido perclérico em diferentes solventes: (&) acido acético
glacial e (b)Y acetonitrila 90X -~ 4Acldo acético. Este autor

chegou nas seguintes conclusSes:

i> Todos os aminocacidos =oliveis em &cido acético glacial,
podem =er titulados potenciométricamente e condutométricamente

neste meio, obtendo boa precis3c nas medidas.

ii> 0 &Acido acético tem efeito nivelador sobre a ba:sicidade
dos e—~amino gropos e a"-aminr:) ' grupos. Assim, o nivel Vde
bagsicidade dos amino grupos da lisina, arginina e ornitina,
quando titulados potenciométricamente, fornecem apenas um
ponto final estequiométrico, que corresponde A& soma dos grupos
c~amine e s-amino . No entanto, este efeito nivelador ndo &
cbservado no melo acetonitrila 90% - Acido acético, que

fornece a estequiometria de dols pontos finais.

14



iii> Como =a basicidade da histidina é multo fraca, mesmo em
acido purc nd@o fol posgivel igualar a forga deste grupo com a
do grupo oci—amino, fornecendo, desta forma, dois pontos finais,

(44>

Mals recentemente, Barbosa et al utilizaram o

método proposto por MolnAr-Perl e Pinter-Szakacs' " para
determinar residuos de Hsina em proteinas, também realizando
titulagtes potenciométricas em Acido acético glacial, com
Acido perclérico COomo titulante, sendo o ponto final
determinado visualmente com o uso de indicador.

©s resultados obtidos por Barbosa et al‘*t’

» & partir
de diferentes quantidades de amostras de proteinas de farinha
de =soja, =30 concordantes com os obtidos por titulagdo

potenciométrica e titulagio visual.

15



I-3) Titulagdo de aminoacidos e proteinas em melos

nio aquUoEOs

A teoria de dissociaglo eletrolitica, que surgul no
inicio do século, estava principalmente limitada ao melo
agquoso e n3o era aplcada para reagtes de neutralizagdo em
outros solventes. Embora muitos estudos tenham sido realizados
para melio n3o aquosc , apenas eem 1912 Foln e Flanders™?®
questionaram a validade da t,eoria de ionizag3o quando apliczda

{43

para outros solventes. Em 1923 Bronsted publicou o

primeiro conceito de acido-base. No ano smeguinte, Lowry““
independentemente, publicou essencialmente a mesma teoria.
Bronst.ed“s’ subsequentemente discutiu a particular aplicagao
de sua teoria para solventes anfipréticos. De acordo com essa
teoria, um &cido ¢ um doador de proétons, e uma base & um
receptor de prétons; desta forma:

.

A pram— B + H

acido base proton

Um acido ou uma base pode ser um fon ou uma molécula

eletricamente neutra, por exemplo:

HCHO —ene—Tp H + CHO
2 83 2 2

16



Um acido dissolvido em sagua ou #cido acético poderia

fornecer o =eguinte equilibrio:

. -

HGIO‘ + HZO —”——“’F Hso + Glo‘

Aacido base acido base
——— +

HGI(}‘ + H{}szoz < Hzczﬂsoz + GIO‘

Em segulda Lewis“é}prc:pos‘ que uma base & um eletron
doador e um #Acido é um elétron receptor. As reagles de
neutralizag3o ocorem porque a troca de um ou mails pares de
elétrons resulta em uma meolécula de conf igurag3o mails estavel.

(47

Pogteriormente, em 1931, LaMer e Downs titular-am

Acidos e bases em solventes apréticos. Nadeau e Branc:hen“a’
efetuaram titulac3o visual de aminoacidos em meio acido
acético com cristal vicleta como indicador. Titulando o mesmo

{49

sistema, Meland e Bilake efst.uacam titulagSes

potenciémétricas da glicina empregando eletrodo de calomelano

e vidro. Cundiff =3 Markmmasma

realizaram titulagSes
potenciométricas de aminoacidos em piridina, com solugido de
hidréxido de tetrabutilaménio na mistura benzeno-metanol como
titulante e azul de timol como indicador. Em 1965, Jazinski e

Kozlowska‘sﬂ determinaram a constante de equilibrio de varios

aminoacidos.

17



Desde entdo, varias titulagBes foram realizadas em
meios nao aguosos, incluindo titulagtes de alguru
o~aminocacidos. Entretanto muito pouco ¢é conhecido sobre as
propriedades dos o-aminoaicidos, mesmo porque as reagSes de
equilibrios acido-base em meios bioldgicamente importantes m3o
frequentemente diferentes dos obtidos em Agua.

Baseado neste problema, Crozby et ai™®

sugeriram
que melos tLais como DMSO e etanol poderiam ser um melhor
modelo para reag@es em vivo. O solvente DMS0 ¢ classificado

(53>

como solvente  dipolar aprético tem =ido usado puro

ou Juntamente com benzeno™ Y, para titulagSes

potenciométricas‘ss’r’é’s’? ’ , termométricas® e com indicador.
Por se capaz de aceitar pontes de hidrogénio e =er muito
polar, o DMSO ¢ um solvente com grande poder de sclvatagéio.

Possul a capacidade de =molvatar fortemente Acidos e fracamente

bases.

O sistema 80X DMSO =~ 20% sgua (p/p) foi empregado na

(5o
. Esta

determinagé@o de varias drogas pouco goluvela em &dgua
mistura tem a capacidade de dissolver multas substancias
orgénicas e inorganicas, porém suas propriedades acido - base

sfo diferentes as propriedades da agua.

18



Recentemente Godinho et al®® efetuaram titulagGes
potenciométrica e termométrica catalitica (TTC> do aminoacido
arginina e das proteinas ovalbumina e ldsozima, empregando o
meio DMSO : #agua (70 ; 08 (v/v)). No caso da titulagSo
termométrica catalitica utilizou-=e a mistura
DMSO~agua—acrilonitrila (7.0 ; 0.8 ; 4.0 vr/v)), sendo a
acrilonitrila o indicador termométrico. As curvas de titulagdo
potenciométrica foram obtidas na forma de primeira derivada
(dE ~/ d¥ x AV, Um exemplo da curva obtida para o caso do

aminoacido arginina é representado na Figuradl.4).

~CQOH

P
NHy

AE/AV, mY/m!

n L—NH
i 2
NHE

- 1. I3
Y 1.5 20
TITRANT VOLUME [mi}

Figura 1.4 - 12 derivada da curva de titulagdce da mistura de
9,1img de arginina e 0,809ml de 0,1048 mol dm ° HClL, seguido
da adig&6 de 7,0ml de DMSO. Titulante: 0,0995 mol dm™® KOH em

isopropanol.
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Verificaram que, de | acordo com os resultados obtidos
para este aminoacido na presenga de acido forte, fol possivel
titular todos os grupos separadamente, sendo o primeiro pico
correspondente a titulagio do excesso de 4acido forte, o
segundo @ao grupo carboxillco, o terceiro ao grupo aminoe e o
quai*t.o ao grupo guanidino. Para as proteinas, o primeiro pico
corresponde a titulagdo do acido forte, o segundo a titulagio

de grupos carboxilicos e o terceiro A soma dos grupos basicos,

Figurad.5D.
L
£
>
E
Ly 1>
=g
1 i i
0 0.5 1.0 15
YOLUME DE TITULANTE (mD)
Figura I8 - 12 derivada das curvas de titulag3o

potenciométricas da lisozima e ovalbumina em excesso de acido
forte. Proteina dissolvida em 0,800ml de 0,1018 mol dm™> HCI,
seguida da adigio de 7,0ml de DMSO: AD 25,69 mg de lisozima; e
B> 19,01mg de ovalbumina. Titulante: 0,09005 mol dm ® de KOH em

izopropanol.
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Godinho et al® w, verificaram que em suas

titulagBes potenciométiricas, os grupos guanidino da ovalbumina
foram titulados, mas os grupos guanidino da lisozima n3o

foram. Tabela(l.2>

Tabela 1.2 - Resultados obtidos por titulagio potenciométrica
para o total de grupos protonados da arginina, lisozima e

ovalbumina.

o
n  de Total de n° :rugzs
grupos carboxilicos de grupos guanidine
composto endc.s pres. enc.=® pres.+ presente
o+ +
arginina 1,10 - 0,01 1 2,96 - 0,03 2 1
+ +
lisozima 8,7 - 0,8 10-11 22,7 - 0,8 21-22 i1
Ovalbumina 42,2 T 2,2 47 97,0 % 2,1 g ¥ 15

] b Desvio padrio.
+NZo inclul grupos guanidinos.

110*11 carboxilicos, 1 imidazol, 1 a-amino, &6 £-amino e 3
grupos fendlicos.

47 carboxilicos, 7 imidazéis, 20 c~amino, 10 fenélicos e 4
grupos SH

enc.=encontrado. pres. »presente.

Observaram ainda que na titulagdc termométrica
catalitica todos os grupos protonados foram titulados, com
excegao do sulfidrilico. Concluiram que os grupos guanidino da

lizozima s3o Acidos mals fracos que os da ovalbumina.
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II - OBJETIVO

A titulacio formol, como foi visto anteriormente, ja
existe como método na titulagio de aminoacidos, bem como, para
determinag&o de residuos de lisina, desde 1907. Iniciada por
Sérensen’ 26> R com & utilizagdo de indicadores, fol
posteriormente desenvolvida utilizando titulacSes

pot.enciométricasms'aé’.

Este trabalho tem como objetivo estudar estas
titulagSes de maneira mais = sistematica, melhorando a
determinacgso do ponto final e procurando avaliar a exatiddo e
a precis3o do método. Também & de interesse, estudar a
influéncia do  solvente DMSO nas titulagles formol de
aminoacidos e proteinas, uma vez gque ja existem estudos de
titulagdo potenciométrica dest.as substancias utilHzando

misturas agua-DMSO?.
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III-EXPERIMENTAL

I11-1> EQUIPAMENTOS

. Agitador magnético, Fisatom, modelo 7064.

. Bégquer de 25 ml. |

Circuito derivador. para primeira derivada <(Construido
laboratdériod.

. Eletrodo de vidro, Methron, uso geral, modelo E.A - 109,

. Fio de niguel-cromo.

. Potencidmetro, Micronal, modelo B375.

. Propulsor de seringa, Sage Instruments, modelo 351.

Reglstré\dor potenciométrico; E.C.B., modelo RB-103,

em

que

permite registro simultidneo da curva de titulagdo e da

derivada da curva.

. Seringa de vidro de 10 ml; Yale.

II1-2> REAGENTES

. Acido Benzdéico P.A; Carlo Erba.

. Acido cloridrico, Merck.

. Agua destilada; destilador de vidro Glissa.
. Carbonato de sédico P.A; Carlo Erba.

. DMSO P.A; Merck. |

. Et.znol absoluto; Merck.
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. Etanolamina; P.A; Carlo Erba.

. Formaldeido em solugSc 37%; Merck.

. Hidréxdo de potassio P.A; Carlo Erba.

. Iso-propanocl; P.A; Merck.

. Peneira mclecular 4A; Carle Erba.

. Albumina bovina, Merck; Art. 12018 e Art 10664;
. Ovalbumina; Sigma A-2512; lote 29F-8040.

. Lisozima de clara de ovo; Aldrich, A-885387-9;

. F~lactoglobulina; Sigma.

. Aminoscidos; Sigma, Kit N LAA-21; lote 99F-9009.

I11-3> PROCEDIMENTO

II1-3.1> Calibragdoc da seringa:

Para se conhecer a vaziio real e verificar a
uniformidade real do embolo, a meringa de 10 ml foi calibrada
através da passagem do wvolume de &gua escoado durante 2,5
minutos, com a vazio do propulsor ajustada para 0,40 mi.min-",

em intervalos de 1,0 ml

Todas as medidas para a calibragdo da seringa,
foram aplicadas em quadruplicata, considerando como resultado

final, a média de todos os dados obtidos.
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I1I-3.2> Tratamento dos solventes.

Os solventes, isopropanol e DMSO, foram secos sobre
peneira molecular 4 A° , ativada. Cerca de 100 g de peneira
molecular foram ativadas por aquecimento a 500°C durante
4 horas. Em seguida, resfriadas sob vaécuc e imediatamente
adicionadass no préprio frasco do solvente. Os solventes foram

utilizados apdés um periodo minimo de 24 horas.

1I1-3.3> Preparagioc das solugBes padr3o.

A solugSo de hidréxido de potassio 04000 M em
isopropanol foi preparada dissolvendo-se cerca de 300g da base
em 500 ml de isopropancl seco, sob agitagio. Apds a
dissolug3o, a solugdo foi deixada em repouso por 12 horas para
precipitagio completa do carbonato de potassio. A solugSo fol
transferida para um frasco de polietileno provido de wmifdo e
tubo com cal sodada para evitar a contaminagdo pelo dioxido de
carbono atmosférico. Esta solugdo foi padronizada com acido
benzéico utilizando etanol como solvente e fenolftaleina como
indicador. O resultade obtido foi corrigido com dados ocobtidos

da titulagd@c em branco.
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I11-3.4> Titulagao Potenciométrica.

Um esquema do equipamento utllizado nas titulagSes

potenciométricas é representado na Figuradllil.i).

' Qermeo de‘lrodo de
FL} referéncio J‘ '7 potencidmetro
: eletrode O
::[‘;’::TD@/\ serede | 3 |
p——
poterie 00

D O pcﬁet.'rleno' 0 |
- L]

propulsor de seringa bequer “é.) i < D
. - : e | o
0 O | -
. L.
. ogitador circuito
sognético derivader

Figura IIIi.1 - Esquema do equipamento utilizado na titulagao

potenciométrica.

Como eletrodo de referéncia, foi empregado o fio de
niquel cromo selado na seringa e imersc no titulante, e como
indicador, fol empregado o eletrode de wvidro imerso no
titulado. O contato elétrico entre os dois eletrodos ¢é feito
com a imers3oc do eletrodo de wvidro e da ponta do tubo de

polietileno no titulado.
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a) TitulagBes na mistura Agua-formaldeido.

A amostra de aminoacidos ou proteina fol pesada em
balanga analitica diretamente no béquer, e dissolvida em 7,0ml
de agua. Apdés a dissolugdo, foram adicionados 0,6 ml de HCl e
posteriormente 0,8 ml de solugdo formaldeido 37% A mistura

cbtida foi titulada com KOH sob agitag3o.

O registro das curvas de titulagido potenciométrica,
potencial em relagSo ao volume de titulante, foli obtido com
registrador potencidmét.rico acopladeo & um potencidmetro. A
curva de titulagdo na forma de primeira derivada dE/ dV em
relagdo ao - volume de- titulante foi obtida wutildzando o
conjunto potencidmetro - circuito derivador- registrador, como
mostra a Figuradlll.1>, Todos .os valores obtidos foram

corrigidos com os dados das titulagBes em branco.

b)> TitulagOes na mistura DMSO-Agua-formaldeido.

Novamente certa quantidade de énﬂnoécidcs ou
proteina fol pesada dirétament.e no béquer e dissolvida em
0,8 ml de HCI1 D,i M. Apbés a dissclugdo, foram adicicnados
7,0 ml de DMSO e postericormente 0,8 ml de solugdo de

formaldeido 37% . A mistura obtida fol titulada, e os
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resultados das referentes curvas de titulagdo também foram
corrigidos com titulagtes em branco, Para o sistema -
DMSO«4gua—formaldeido, o© eletrodo de vidro foli condicionado

nesta mesma mistura 48 horas antes do uso.
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IV-RESULTADOS E DISCUSSZXO

Vi1 -~ Calibrag3do da seringa

Para proceder a calibragio da serings, as medidas
foram efetuadas em uma determinada segio da mesma e os

resultados obtidos s3o0 mostrados na tabeladIV.1).

Tabela(lV.1) : Massas de 4gua obtidas na calibragio
da seringsa, a 21°¢ ;3 tempo de esgcocamento: 2,8 min; vaz3o

nominal do propulsor: 0,40 ml.min %

escala da massa de Hzo (gD

seringa

7-6 0.7973%5 0.80754 0.79139 0.79706
6-5 0.79669 079972 ¢.80150 0.79547
5-4 0.79592 0.79887 0.79531 0.79880
4-3 0.80225 0. 79967 0.79943 0.79940
3-2 0.79348 0.78939 0.79468 0.79225
2~1 0.79028 0.78579 0.78932 0.79190

ApHcou~se o teste Q psra os resultados obtidos, e
verificou~se que nenhum deles foi rejeitado com um nivel de
significancia de 90%. A vazHo média obtida dozm volumes de 7 a
1 ml foli de 03998 > 0.0042. Apesar da homogeneidade da
seringa, houve a preocupagdo de utilizar sempre o mesmo
intervalo de 7-8 ml, cuja wvazd3oc média fornsceu o resultado de

0,4000 * 3.35 x 10 >.
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I11-2> TitulagBes Potenciométricas em meio HzO:HZGO

Bases de Shiff s3o compostos basicos muito fracos,
formados pela reagio de aminas primarias ou secundarias com

aldeidos.
R — NH2 + RCHO —> R'CH= N—R + He()

Podem ser convenientemente analizadas por titulagSes
em meio nNn3o agquoso, através de uma adequada escolha do par

solvente tit.ulante‘“’.

Em tratamento tedrico de titulagdes “formol”, tem-se
geralmente assumide que o formaldeido combina com aminas
primarias ou secuddrias para formar hidroximetilaminas de
basicidade negligenciével‘oz}. 0 | equilibrio da combinacg3o

destas aminas com formaldeido pode ser representado pela

equagio:
Kz
R} NH + CH COHD> ————mh R NHCH OH + HOH
2 2 2 | 2
+ + + +
H h“H H —~ -~ H
Kad NG Ko
R NH' «+ CH (OHD ——E“’L’ K &HCH OH + HCH
8 2 2 «— ¥ 2
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Entretanto, Kallen e Jencks‘“’ admitem tanto a
protonag3io de hidroximetilamina, quant.o a adigdo de

formaldeido a uma amina protonada.

Em nosso trabalho, estudou-se as titulagBes 'formol"
para aminoacidos e proteinas, verificando o comportamento do
formaldeido, visando desenvolver um método simples para a
determinag@o de grupos amino em aminoacidos, bem como a

determinag®oc de residuos de lisina em proteinas.

O método envolve tratamento da solugdo do aminoacido
ou proteina com 4acido forte e solugdo de formaldeido, com
posterior titulagio com KOH em isopropanol. Por outro lado,
pretende-se verificar a influéncia do solvente DMSO nas
reagtes referidas acima, Desta forma, procurcu-se
observar simultaneamente o efeito do formaldeido e variagdo da
basicidade do solvente sobre os grupos amino, nas titulagGes

potenciométricas.
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IV-3> Titulagdo Potencioméirica de aminoacidos:

Para estas titulagBes, 25 aminoacidos foram
testados. Efetuou-se a preliminar dissolugdo do aminoacido com
7,0 mi de &Agua, e posterior acidificagdo do mejo com 0,6 ml de
HC1 0,1 M. A adigdo de &cide ao meio transforma os grupos

carboxilicos na forma protonada.

Na sequéncia foi realizadaa adigdo de 0,8 ml de
solugdo formaldeido 37% . O formaldeido reage com os grupos

amino transformando~os em derivados amino metilol.

E importante observar que, quando se fala em amino
grupos. na presenga de formaldeido, na realidade estad se
referindo ao produto da reagdo do grupo amino com ©
formaldeido. Estes compostos s3o derivados amino metilol, ou
seja, iminas conhecidas como bases de Shiff e apresentam o

valor do pKa menor que o pKa do amino grupo{&}.

Por dltimo efetucu-se a titulagdo. Durante todo
nosso trabalho, foram registradas duas curvas simultineas para
cada experimento executado, sendo : ad curva classica de
titulagdo potenciométrica A E x AV e b> a primeira derivada

desta curva dE ~ dV x A Y. Paralelamente foram obtidos os
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valores aproximados do potencial referente a cada ponto final,
no decorrer da titulagio de alguns aminoacidos. Efetuou-se
também  titulacBes de mistura de alguns deles. Estes

procedimentos servem para comprovar a localizag3o de cada

grupo na curva de titulagdo.

IV-3.1> TitulagS3o da glicina.

Para a glicina, aminoacido que possui apenas o grupo
carboxilco e o grupo amino, verificou-se a seguinte curva

de titulagZo potenciemétrica: FiguradiV.i).

E<mVD>

JE AV, mV/ml

€ii>
¥ ¥

0. % 1.0

1.5
VOLUME DE TITULANTE(™Ml)
Figura IVi- (i) curva de titulagdo potenciométrica da glicina

em presenga de #cido forte, di> primeira derivada da curva;

m=3,79¢ mg de glicina. Titulante: KOH 0,0998M em isopropanocl.
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Observou-se duas inflextes: a primeira
correspondente a soma do excesso de &cido forte e grupos

carboxilicos e a segunda correspondente aos grupos amino.

O Acido ¢ importante para transformar o grupo
carboxilico em forma protonada. A quantidade estequiométrica
correta do acido carboxilico e excesso de acido, na verdade
nac & importante no nosso caso, uma vez que estamos
interessados na quantificag83o correta do grupo amino. Os
grupos carboxilicos protonados, por serem acidos mais fortes,
aparecem na primeira inflex3o, juntarﬁente com excesso de &cido
forte e impurezas do solvente, e os grupos amino na segunda
inflexS30. Desta forma, a medida do volume necessario para
titular o grupo amino, corresponde a distancia entre o

primeiro e o segundo pico.

IV-3.2> Titulagic da lisina:

A lisina, aminoacido que tem em sua estrutura os
E£TUpos: carboxilico, d-amino e e-amino, apresenta duass
inflexSes: uma corresponde & soma da titulagdo do grupo
carboxilico e excesso de &Acido forte e a segunda inflex3o
corresponde & titulagdo dos grupos oa-amino e e-amino.

FiguracIV.2).
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.
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VOLUME DE TITULANTE {(ml>
Figura IV.2- (> curva de titulagio potenciométrica da lisina
em presenga de Acido forte; diidprimeira derivada desta curva;
m = 9,000mg de lisina Titulante: KOH 0,0998M em iscpropanol

1V-3.3> Titulagio Potenciométrica da histidina:

A histidina é wum amincAcido que possul o grupo
imidazol em sua férmula estrutural, com valor de pKa menor que
o pKa do grupo amino, em meio aguoso.

(63,64,6%)
Embora alguns autores %

acreditem que o
grupo imidazol n3o reage com  formaldeido, em trabalhos
posteriores, Wellisch{“), Kallen e Jencks(ém admitiram que a

reagdo ocorre. Kallen e Jencksmz) propuzeram que a reagdo

entre o grupo imidazol e o formaldeido acontece de acordo com

a equagdo:
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/

H H CH_OH
\N/@\N’H A
L

Em nosso trabalho, apesar de termos nos utilizado da

reag8c0 acima para nossas titulagBes, ndo nos preocupamos na

identificagio e determinagdoc dos compostos analisados.

Realizamos a titulagSc da histidina nas mesmas

condigBes das efetuadas para a lisina. Verificamos novamente a

presenga de duas inflexBes na curva de titulagao
potenciométrica. Fig;.xra(IVB).
) e
o> =
£ N
v >
= £
2
COOH + imidazol N
80 - 2
Gd \/\
570,
Ciid
0.5 1.0 1.5 2.0
Volume de titulante (mb
Figura IV4 - () curva de titulagio potenciométrica da
€ ag

histidina em presenga de &clido forte; id 1% derivada desta

curva; m = 9,012 mg de histidina. Titulante: KOH 0,0998M em

iéopropanol.
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Sendo o grupo imidazol um grupo mais &cido gque o
grupo amino, concluiu-se que o primeiro plco corresponde a
titulagSo do excesso de &acido cloridriceo, grupo carboxilico e

grupo imidazol, e o segundo pilco & titulag3o do amino grupo.

Para comprovar a posig3o do o-amino grupo,
titulou-s« wuma mistura de cloridrato de histidina e glicina em
auvgéncia de acido forte. PDesta forma, o grupo imidazol aparece
sozinho mno primeiro pico, onde o grupo carboxilico nao é
titulado, e de dois grupos na ssgunda inflex3o0 sendo um

pertencente a glicina ¢ outro a histidina, FiguradlV.4).

E{mV>

imidaznl

dE/dV,mV./ml

.

k "
9
t - i
1.0 18

VYOLUME DE TITULANTE (ml>
Figura.lvV.4 - (i cgurva de titulagiio potenciométrica da

L
2.0

higtidina e glicina em presenga de &cido forte. did 12
derivada da curva., a m = 2,47mg de glicina; b> m = 9,00 mg de

higtidina. Titulante: KOH 0.0998M em isopropanol.
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1V-3.4> Titulagdo de outros aminoacidos:
Outros aminocacidos , tals como a arginina, que
possui o grupo guanidino, e a cisteina que possui o grupo

sulfidrilico, foram titulados. Figuras(IVB.a, IV.5.b).

Cad ' (b

Edm V‘)

AR AV . mV. ml

I 116

+
GOOH NH_

C0H

0" 4

)

176 J

\\ {i>
570 1
V//én

{id

06 10 15 0.5 1.0 15 20
VOLUME DE TITULANTE Cml VOLUME DE TITULANTE <mbd

Figura V.5 = (> curvas de . titulag8o potenciométrica da
arginina e cisteina, em presenga de &cido forte; ai> 12
derivada desta curva. a) m = 9,24mg de arginina; b) m=6,08mg

de cisteina. Titulante: KOH 0,1027 M em isopropanol.
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Resultados idénticos a titulagdo da glicina foram
obtidos para a  arginina e para a cisteina DPesta forma,
verificamos que tanto o grupo guanidino como © grupo
sulfidriico n3o foram titulados neste meio, e sim apenas o=
grupos carboxilicos e grupos amino. Isto pode ser observado

por suas curvas de titulag3So.

Os demals aminocéAcidos estudados apresentaram de
forma similar aos anteriores. Portanto, concluimos que os
grupos fenéis da tirosina, os indSis do triptofano e os grupos

amida da asparagina ou glutamina, também n3o foram titulados.

IV-3.5) Titulagico de aminoacidos dicarboxilicos:

Uma observag3o importante deve ser relatada sobre a
titulagdo dos aminoacidos dicarboxilados: 4acido aspartico e
scido glutamico. Sendo estes amincacidos compostos de dois
grupos Acidos carboxilicos, observou-se nas  curvas de
titulagio gque os dois grupos carboxilicos aparecem no primeiro
pico, sendo titulado apenas o grupoc aminc no segundo pilco.
Isto pode ser devido ao solvente, que provavelmente deixa
todos os - grupos carboxilicos com valores de pKa préximos,
separando-os do grupo amino, que neste melo, seriam acldos

mals fracos.
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1V-3.6> Titulag3o de polipeptideos:

Outra observag3io importante deve =ser feita a
respeito dos polipeptideos: diglicina e triglicina. 0
aminoécido diglicina possul dois grupos gHcina Hgados
covalentemente, e o aminoadcido triglicina possui trés grupos

¢glicina ligados covalentemente em suas estruturas:

NHS H H
H o | o ! 0
HoC—-C~| -N-c-¢~ |-N-c-&
N
OH
o B n & B
Para n = 0 — diglcina. Para n m 1 — triglicina.

Novamente observou-se que a curva de titulagio
potenciométrica para estes aminoacidos, tanto para a diglicina
como para a triglicina, tem forma similar a curva de titulagdo
de glicina, sendo que foi observado apenas duas inf lexBes; uma
pertencente ao grupo carboxilico e a 6utra per-t..enéenta a0

grupo amino.

Os amino&acidos poli~L-lisina e poli-D-lisina também

foram titulados. Ambos os pollaminoicidos parecem titular
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todos o= grupos amino. Porém n3o fol possivel determinar com
exatiddio o namero de gc-amino grupos titulados, devido a
diferengas entre os valores fornecidos de seus pesos massas

moleculares, determinados por diferentes métodos.

Tabela IV.2 - Peso molecular dos aminoacidos: Poli-L-Lisina e
Poli~p~lisina.Poli-p-lisina.

método de
aminoédcide peso molecular determinagdo

24 .500 viscosidade
Poli-L-Li=sina

21.000 LALLS»

25.900 viscosidade
Poli-p~Lisina

17 .600 LALLS

sLALLS — sistema de medida adotado pela sigma (Low Angle Lasen
Light. Scatering). :

Os resultados das titulagBes dos aminoacidos s3o
mostrados na Tabelal(IV.3). Pode~se verificar uma boa
concordancia entre os valores esperados (Ledricod, e oS
valores encontrados, com excegido da tirosina e lisina. Os
outros aminoécidos puderam ser determinados com erro inferior

+

a - 2,6%, slgnificando que o método proposto possul uma boa

exatid3do.
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Tabela 1IV.3 : Resultado da titulag8o de grupos aminos
presentes em aminoacidos no meio.Hzozl-!zGO € 7,0 ; 0,8 C(v/vID.

n® de grupos
amino por mol.

aminoacido presente encont.radox Exrro relativo
glicina 1,000 ' 0,998 -0,2%
alanina 1,000 1,004 +0,4%
valina 1,000 1,007 +0,7%
leucina 1,000 1,023 +2,3%
isocleucina 1,000 1,006 +0,6%
serina 1,000 0,980 -2,0%
treonina 1,000 1,019 +1,92
cisteina 1,000 1,013 +1,3%
cistina ndo ¢ solavel no meio

metionina 1,000 1,003 +0,3%
fenllalanina 1,000 1,010 +1,12%4
tirosina 1,000 0,934 -06,062%
triptofano 1,000 1,003 +{,3%
Acido aspéartico 1,000 0,998 -0,5%
Acido glut&mico 1,000 1,006 +0,62¢
glutamina 1,000 0,995 -0,5%
lizina 2,000 1,860 -7,0%
histidina 1,000 1,001 +0,1%
arginina 1,000 1,011 +1,1%
hidroxiprolina 1,000 1,012 +1,2%
diglicina 1,000 0,997 - -0,2%
triglicina 1,000 0,974 -2,6%

* média de 6 determinagfes.
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IV-4> Titulagdoc de proteinas.

Da mesma forma, as curvas de titulagio das proteinas
mostraram resultados coerentes aos resultados obtidos para os
aminocacidos, sendo que apenas oS grupos carboxilicos, aminos e
imidazéls foram titulados, e de maneira similar, a primeira
inflex3o da curva corresponde A titulagio do excesso de acido
forte, grupos carboxilicos e imidazdis, e a segunda A
titulag8o dos amino grupos. Foram efetuadas titulagles de 4
proteinas, sendo elas: sOT0 albumina bovina, lisozima,
f~lactoglobulina, ovalbumina. A TabeladdV4) mostra os pesos

moleculares e o nimero de grupos presentes em cada proteina.

Tabela(iV4) « pesos moleculares e numero de grupos das

proteinas: lisozima, BSA, Ovalbumina, f3~lactoglobulina.

Usozima'®?’ BsA“® ovalb'®®  lactog’®

Guanidino 11 23 15 6
o—amino 1 1 0 2
£-amino 6 59 20 28
imidazol 1 17.6 7 4
carbosxilico 10 o4 47 54

fenol 3 19 10 8
sulfidrilico - - 4 2

P.M. 14307 67000 42699 35500
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De acordo com os dados obtidos, observou-se que para
as proteinas, os grupos carboxilicos e grupos imidazdis =30
titulados na primeira inflex3c, enquanto os grupos amino na
segunda inflex3o. No entanto, os demals grupos ndo s3o

titulados. Figura (IV.60.

ad - <b>
”~ —
- £ ~
£ N T
~ - L
& g @
3
Y
63}
i+
. COOH
187 N
24 imivdazol
I 85
518
564
T 1 I T T ¥
05 1.0 1.5 - 05 1.0 186
VOLUME DE TITULANTE (ml> VOLUME DE TITULANTE (mil>

Figura IV.6 - (i) curvas de titulag3do potenciométrica da BSA

e [>lactoglobulina em presenga de Acido forte; di> primeira
derivada desta curva. a) m=19,10 mg de BSA; bd m = 18,70 mg de
f~lactoglobulina. Titulante: KOH 0,0998M em isopropanol.
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Esta caracteristica parece favoravel quando o
interesse é a determinagio de residuom de lseina pois o=
grupos amino s3ao tit.ulados separadamente dos demals

amino&cidos.

Os resultados obtidos para todas as pfoteinas, com
exceg3o da ovalbumina, apresentam uma boa concordancia com o
valor esperado, onde o erro relativo n3o utrapassa s 1.83% ,
exceto para a proteina ovalbumina indicando que o método

apresenta uma boa exatiddo. Tabela (IV.5).

Tabela IV.5 - Resultados da titulag3o de residuos de lisina

presentes em proteinas, no meio Hzo : HzGO C 7,0;0,8 (v/vI).

o
n- de grupos

amino por mol

proteina presente encontrados Erro relativo
BSA 60,00 60,92 +1,53%
Lisozima 6,00 5,93 -1,17%
f-Lactoglobulina 30,00 29,91 ~-0,30%
Ovalbumina 20,00 19,04 . -4,80%

¢ média de 6 determinagles.

45



Iv-5. Titulagdo potenciométrica em meio

DPMSO-Agua-Formaldeido:

Todos os experimentos anteriormente citados para o
meio aAgua-formaldeido, foram . repetidos com o meio
DMSO~-Agua—-formaldeido, para verificar a influéncia do solvente
dimetilsulféxido nestas titulagBes. 0 estudo deste meio
mostrou alteracBes significativas nas curvas de titulagSo de

alguns aminoacidos e das proteinas.

0o DMSO é clas=sificado como solvente dipolar

aprético™ ™,

Estes =solventes s3o altamente polares, com
constante  dielétrica moderadamente alta, e n3o possuem
hidrogénio acido na molécula. O fato do solvente DMSO wmer
muito polar e ser capaz de aceltar pontes de hidrogénio é que

{(?2)

lhe confere um grande poder de solvatagdo A associagdo do

préton ao DMSO & feita somente através do atomo de oxigénio,

embora o enxofre também possua um par de elétrons livres.

Estrutura do solvente DMSO.

46



IV-5.1> Titulagdo da lsina:

No caso da titulagZio da lisina, a primeira inflex3o0
corresponde & titulagSc do excesso de Acido cloridrico, do
grupo carboxilico, e do grupo s-amino, e a segunda inflex3o

corresponde A titulagio do grupo a~amino. FiguradIv.7>.

@ B S Kb
£ > 3
& N E X
s T ow E
% 5
N N
£ 3]
= ]

(iid>

T ] ¥ =T [} T | R— T
05 _ 1.0 1.8 20 - BB | 10 15 2.0

VOLUME DE TITULANTE VOLUME DE TITULANTE, 'ml

Figura IV.7- (i> Curvas de titulagio potenciométrica da lisina
e da mistura de lisina e alanina em presenga de &cido forte.
1> 1%derivada desta curva. ad> m = 92img de lsina;
b m = 4,44 mg de lisina; m = 3,83 mg de alanina. Titulante:
KOH 0,1099M em isopropanol.
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Este resultado pode ser confirmado pela titulag3o da
mistura de lisina e etanolamina e da mistura de lisina e

alanina.

A etanclamina ¢ wuma base que possul o grupo amino
nio adjacente ao grupo carboxilico, devendo apresentar
comportamento préximo ao do e&g-amino grupo da lisina. Os
resultados mostram um acrésaimo na estequiometria
correspondsnte a 12 iInflexS8o da curva de titulagSo. Isto
comprova que o grupo eg~amino da Hsina ¢é titulado no primeiro

pice o n3@o no segundo.

Para uma mistura de lisina e alanina, FigzuraddV.?),
houve um acréscimo na segunda inflex8oc da curva, que
corresponde a titulagdo dos grupos o-amino de ambos os
aminoacides. Este procedimento confirma a posigdo dos «o-amino

grupos na curva de titulagZo da lisina.

Neste ponto, teorna-se evidente a influéncia do
solvente DMSO nestas titulagBes. O grupo &-amino, que em meio
sgua-formaldeido aparece juntamente com o grupo o-amino, em
DMSO~-agua—formaldeido aparece na primeira inflex3o, juntamente
com os grupos carboxilicos. De acordo com a reagio abaixo,

verificamos que:
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+ Hs
—-é-—(CH)mN:CH P -—é—-(CH)-—N-GH
2 4 + 2 2
| H H ) )
+NH N
Il ]
CH CH

Quando a titulagSo & feita em melo aquoso, os grupos
ca~amino dos aminocacidos tem valores de pKa menores que os
grupos e-amino. Tabela <(w.i1). Isto pode wser atribuido ao
modesto efeito indutivoe (~I> do grupo carboxilato que ¢é menos

significativo no caso do £~amino grupo.

NZo dispoe-se dos valores de pKa dos imino derivado
resultantes da reagdo dos amino grupos com formaldeido, apesar

deles serem titulados na mesma inflexZo da curva de titulaglo.

Na mi=ztura DMSO:HzO:Hz(}O, isto, porém n3o ocorre. O
imino derivado do grupo e~amino fica um &clde mais forte gque o
derivado do o-=mino grupo. As principals razlies para a mudanga
na forma da curva de titulagBo se deve n3o apenas a efeitos
indutivos, mas também ao fato do solvente DMSO ser um solvente
aprotico. Neste caso a explicag3o nSio nos parece muito facil,
uma vez que envolve muitos fatores. A magnitude do efeito de
um sclvente sobre as propriedades Acido-base depende tanto da

natureza deste efeito, quanto do tipo de composto titulado.
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Além do mails verificou-se que em titulagBes da lisina em meio

DMQO:HZO Lhrabalho jé& doesanwvolvida a soer publicadad, o ounwa
de titulagZo potenciométrica ¢é semelhante & curva de titulagdo

em melo Agua-formaldeido.

IV-5 2> Titulag8c da histidina,

Para a titulagio da histidina em meio
adgua~-formaldeido a primeira inflex8io da curva éorreponde A
titulag®io dos grupos carboxilico e imidazol e a segunda
inflex8c a titulagdo do imino derivado do grupo amino. No
entanto, em DMSO-HzG:HzCO o grupo imidazol aparece na segunda

inflexZo juntamente com o imino derivado do grupo c—amino.

Por outro lado, a curva de titulagdo da histidina no

(783)

melo DNSO:HaO poa&éui duas 'igigflexﬁes, uma correspondente

aos grupos carboxilico e imidazol e a outra ao a-amino grupo.

Fazendo uma comparagfdo das titulagBes da histidina
nos tr&s meios diferentes, ou gseja: mistura ﬂzO:Haao, migtura

DMSOH,_O:H,CO e DMSO:HZO‘“’

estamos Iinduzidos a acreditar que
o DMSO exerce um efeito bem malor sobre imino derivado do
grupo e-amino gque & titulado na primeira inflex3o do que sobre

e~amino grupo gque ¢ titulado na segunda inflexZio, da mesma
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forma que no melo agua-formaldeido.

[N

A Figura V8> mostra a curva de titulagdo da

histidina.
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=
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Imidazol + NH. I/ |
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‘395_4

VOLUME DE TITULANTE (mbl)

Figura IV8 - () curva de titulagSo potenciométrica da
histidina em presenga de #acido forte. 1> 15 derivada desta
curva, m = 9,45mg de histidina. Titulante: KOH 0,1099M em

isopr-opanol.
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IV-5.3) Titulag3o do acide aspartico:

A curva de titulagio do 4cido aspartico em meio
DMSO:Hz.O:HzCO também apresenta diferngas significativas em
relagioc a curva de titualgdo em meio HzO:HzGO. Figura <IV.9).
Neste melio, (DMSD:HZO:HJ}O) observamos que o grupo

a~carboxilico apresenta propriedades mais &acidas que o grupo

fcarboxilico e, desta forma , =30 titulados separadamente.
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<

coon cooHn /
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05 410 15 - _ 2.0
Volume de titulante(mld
Figura IV.9 - 1> curva de titulagSo potenciométrica do 4cido

aspértico em pressnga de &cldo forte; Uid 12 gderivada desta

curva, m = 3,87 mg de acido aspéartico. Titulante: KOH 0,1076 M
em isopropanol
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IV-5.4> Titulag3o de polipeptideos:

Para os aminoacidos diglicina e triglicina, os
resultados também parecem coincidir com os resultados obtidos
em melo Agua-formaldeido. No entanto, para os aminoacidos
poli-L-lisina e poli-D-lisina, acredita-se que todos os grupos
e~amino foram titulados juntamente com o grupo carboxilico,
assim como ocorre para a lisina. Porém, neste meio também n3o
fol possivel determinar com exatiddo, todos os grupos g-amino
destes dois aminoacidos, pelos mesmos motivos ja citados

anteriormente.

I¥-5.8> Titulag@o de outros aminoicidos:

Para os demais aminoacidos, as curvas de titulagio
reste melo apresentam resultados similares aos encontrado=
pelas titulages no melo agus-formaldeido. Assim os grupos:
guanidina, fendis, sulfidrilicos, amida, inddis, nio =30

titulados.

Também para o metio DMSO-Agua-formaldeido, os

resultados das titulagles de aminoécidog spresentam uma boa

exatidso, exceto para o acido aspartico. Tabela(lVv.6)
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Tabela IV.6 -~ resultados das titulagBes dos grupos amino em
aminoacidos no meio DMSO- Agua-formaldeido (7,0;0,2;0,8(v/vJ),

n° de grupos
amino por mol

amincacidoe presente encontrado Erro relativo
glcina 1,000 1,010 +1,0%
alanina 1,000 1,020 +2,0%
valina 1,000 0,986 -1,4%
leucina 1,060 1,008 +0,892%
isoleucina 1,000 0,990 -1,02%
serina 1,000 0,977 -2,3%
treonina 1,000 0,995 -0,8%
cisteina 1,000 1,000 0,0%
cistina n3o é scliuvel neste meio

metionina 1,000 0,998 - -0,2%
fenilalanina 1,000 1,008 +0,5%%¢
triptofano 1,000 1,014 « +1,424
tirosina 1,000 0,979 +2,1%
Acido ss=partico 1,000 1,120 +10,7%
glutamina 1,000 1,023 +2,0%¢
lizina 1,000 0,980 2.0
histidina 1,000 1,010 +1,0%¢
arginina 1,000 1,020 +2.0%
Prolina 1,000 1,010 +1,0%
hidroxiprolina 1,000 1,009 +(,9%
diglicina 1,000 0,996 -0,2%
triglicina 1,000 1,025 +2,4%

* média de 6 determinagfes.
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1V-6> Titulag3io de Proteinas:

No caso das proteinas, o solvente DMSO n3o alterou
tanto a acidez dos grupos es~amino, como alterou para o caso da
lisina. Neste meio, os grupos eg-amino das proteinas =30
titulados =na segunda inflex3o. Isto talvez se deva a estrutura
complexa das proteinas que dificulta a ag3o do DMSO sobre este

£rupo.

Neste melo foram realizadas titulagSes
potenciemétricas com as mesmas proteinas tituladas em melo

Agua-formaldeido. Tabela (IV.7).

Tabela IV.7 - Resultados da titulag8o de residuos de lsina
em proteinas na presenga de acido forte, no melo BHSO:Hzo:HECO

7,0; 0,2;0.8<v/v)),

N2 de grupos presentes

Grupos N
proteinas encontr ados amino imidszol fenol guanidino
BSA 78,92 60,00 17,60 19,00 : 23,00
li sozima 13,28 5,00 1,00 3,00 11,00
lactog. 34,59 30,00 4,00 8,00 6,00

ovalbumina 42,17 20,00 7,00 8,00 15,00

& média de 6 determinagfes.

55



Como exemplo dos resultados por nés obtidos das

titulacBes das proteinas neste meio pode-se observar as

Figuras (¢ IV.i0a, IVi0b > . Estas mostram as curvas de

titulagGes potenciométricas da soro albumina e ovalbumina

AE/dV,mv./mi

respect.ivamente.
(a? _ {hd
A T o R
?5 f N OE o-NH
R, = fé +
«Q s imidazol
w
. . Q
a—:‘Ha / i
60 4 cooH imidazol /
[ 106
i
¥ ] ! ] ¥ ¥
0. 5 1.0 i.5 0.5 1. Q 1.5
VOLUME DE TITULANTE (mi) VOLUME DE TITULANTE (ml)

Figura IIL10 -« (i) curvas de titulag3o potenciométrica de BSA
e ovalbumina, em presenga de #cido forte; ddid 12 derivada
desta curva. a> m = 19,09 mg de BSA, b)) m = 19,15 mg de
ovalbumina. Titulante: KOH 0,067 M. |
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Fara o meio DMSO:Hao:HzGO , os& resultados obtidos
n3o estiEo muito claros. Deixam certa duavida a respeito de
quais grupos foram titulado=. N3o se sabe ao certo, qual ou
quais grupos seriam titulados juntamente com o grupo amino.
Para a soro albumina e fi-lactoglobulina , os grupos e-amino e
imidazol parecem ser titulados entre a primeira e a segunda
inflexS%0 da curva. Porém para as proteinas ovalbumina e
lisczima, outro grupo, ou parte dele, também parece ser

titulado na segunda inflsxdo.

Portanto, de acordo com os resultados obtidos, a
titulagdo no sistema DMSO:HZO:HZGO n3o parece ser favoravel ao
desenvolvimento de um método analitico, para determinag3o de
residuos de lisina em proteinas, pelo menos antes de um estudo

mais aprofundado sobre o sistema.
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FEmD

r-f
V- CONCLUSAO

Fazendo analogla das curvas de titulagao
potencométrica dos aminoacidos: glicina, lisina, hist.idina,
observamos que para o melo 320 : Hzco » =30 proximos os
valores de pKa dos grupos: ad carboxilico do imidazol na
histidina e b)Y a-amino do eg-amino na lisina. Por outro lado,
em meio DMSO:HZO:HZGO , © wvalor do pKa do grupo carboxilico
estd préximo ao do g-amino, no caso da lisina, enquanto o pKa
do grupo imidazol fica préximo do pKa do grupo oa-amino, no

caso da histidina. Figuras(V.i.a,V.i.bd.

= @ 5
= e
T =
N 2
= &
i i 1 T T I Y Y

_ O, 5 t.0 .5 2.0 .5 1.0 1. % 2.0

volume de titulanted{ml) volume de titulante(ml)

Figura V.1 - curvas de titulagio potenciométrica de 4,5 moles

da <Adglicina, (B)Hsina, {(COhistidina nos meios : ad HzO:HzCO

b HZO : HzGO : DMSO. titulante: KOH 0,1067 M.
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Fazendo a comparagdo da variagdo da aclidez dos

grupos devido a mudanga de solvente, temos:

a> histidina:

solvente esquema da curva de primeira derivada
COCH +
im}\dazol o= 130
DF%SO:HZO
CGOOH +
imidazol o~N=CH
A A
B O:H QO
2 2
imidazol +
COOH ¢~ N=CH
A 2
DMSO:H O:H_CO
2 Tz
De acordo com a titulagioc da histidina em wsolugdo
DMSG:Hzo(?a) , verificou-se que o grupo imidazol é titulado

juntamente com o grupo carboxilico, da mesma forma que quando
a titulagio é feita em meio HZO:Hzco, a0 passo gue, em meio
DMSO~#gua—formaldeido, este ¢é titulado juntamente com o

a~imino derivado.
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b2 Hsina:

solvente esquema da curva de primeira derivada

a-~amino +

COOR e-amino
DMSO:H O A - A
o~N=CH
2 -+
COOH £-N=CH_
H O:H CO A\ A
2 2
COOH +
&~ }ﬁ{:ﬁﬂz 0("/”\:(2“2

DMSO:H _O:H _CO
2 2

Resultados interessantes também ocorrem com a
lgina, em meio DMSO-agua d(trabalho ja desenvolvido a ser
publicado), onde o o~ amino ¢ titulado juntamente com o grupo
g-amino. Porém em presenga de formaldeido, o grupo e~amino.
derivado parece sger um &aido mals forte, sendo titulado junto
com O grupo carboxili'cc. No entanto, isto nioco ocorre em meio

Agua~formaldeido.

Outra comparagio pode ser feita em relag8o as
proteinas, para os diferentes meios. Observa-se que em meio
dimetilsuiféxido-4gua, todos os grupos sSo titulados®®. PpPor

outro lado, no melo Sgua-formaldeido, apenas os grupos
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carboxilico, imidazol, o~amino e sg-amino s3o titulados, sendo
os grupos amino titulados sozinhos na segunda inflex3o. Porém
para o meio dimetilsulféxido-agua-formaldeido a segunda
inflex30 corresponde A soma dos grupos amino, imidazol e outro

grupo ou p=arte dele.

Quadro geral comparativo das titulagBes potenciométricas para

grupos protonados em proteinas:

TIPO bmso:nao“"” H_O:H_CO DMSO:H_CO:H_CO
carboxilico + + -
imidazol S + +
o~amino + + *
&=-amino + + +

fenol + - -
guanidino + - (+Os
sulfidrilico + - -

& ausente em algumas proteinas e presenga nac comprovada em

outras proteinas.

Importante observar gue, para determinag3o de
residuos de lisina, o melo Agua-formaldeide fornece vantagens

sobre outros meios, uma vez que os grupos amino sZo titulados
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separadamente. No entanto em dimetilsulféxido-agua, isto n3o
felelv) o o = pois com excegio dos grupos carboxilicos -]
sulfidrilico, todos os outros s3o também titulados juntamente
com o grupo amino. Quando as titulagBes sZo reallizadas em meio
dimetilsulféxido~Lgua~formaldeido, o grupo imidazol aparece
junto com o© grupo amino, e provavelmente outro grupo para

certas proteinas.

Para os aminoacidos analisados R o melo
adgua~-formaldeido fornece resultados com erro relativo menor
que 2 2.3%, exceto para a Usina e a tirosina, e para as
proteinas analisadas, menor que ¥ 153% , exceto para a
ovaibumina. 0 método ¢é simples, rapido e de baixo custo,
podendo facilmente ser aplicado em analises de rotina. Pode
ser usadco para analise de lisina em misturas de amindcidos bem
como sua determinagdc em fluidos fisiolégicos em laboratérios

clinicos.
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VI-PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS:

Cutros caminhos podem ser tomados na sequéncia deste
trabalho. A realizagBo de estudos em diferentes melos,
utilizando solvent.es dipolares aproticos, tais como:
dimetilformamida, dimetilacetamida - hexametilfosforamida,
para alguns aminocacidos, bem como a variagdoc do sistema

solvent.e titulante, podem fornecer resultados interessantes.

Por outro lado, wum estudo mals aprofundado das
titulag@es da lisina e histidina no melo DMSO:HZO:HSGO, tais
como wvariag3o da concentragio de dimetilsulféxido ou solugso

de formaldeido, pode ser realizado.

Outra poszibilidade seria a tentativa de investigar
o efeito de DMS0O sobre os amino derivados dos grupos o~amino e
e-amino por melo de cutra técnica como por exemplo RMN de

prétons.

A realizagi3o destes trabalhos, juntamente com o
auxilio de outros ja efetuados, podem levar & uma melhor
compreensic do efeito de um solvente aprético em titulagio

formol.
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